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論 文 題 目 
 
単分子リアルタイム DNAシーケンサの並列処理向上に向けた 
4色蛍光検出技術の開発 
 
論文要旨（2000字程度） 
2003年にヒトゲノム計画の終了が宣言されたが，そこではある特定の集団に対する平均
的ゲノム配列が解読されたにすぎない。ヒトゲノム情報をさらに診断に応用するためには，
多数の患者と健常者のゲノムを解読・比較し，ゲノムと疾患の関係を解明する必要がある。
米国の国立ヒトゲノム研究所はこれを実現するための高速・低費用な革新的 DNA配列解読
技術を支援する基金を発表した。その結果，従来のキャピラリ電気泳動による DNAシーケ
ンサよりも圧倒的な並列処理能力をもつ次世代 DNAシーケンサ（次世代シーケンサ）が誕
生した。次世代シーケンサのサンプル基板上には DNA 断片が固定された反応スポットが 2
次元的に高密度に集積されている。DNA 断片上で伸長反応を行い，その際の発光をイメー
ジセンサで検出して大量の DNA配列情報を得ることで高速・低費用を実現する。 
次世代シーケンサは，反応スポットあたりの DNA断片数によって多分子型と単分子型に
分類される。多分子型は並列処理能力が高く，単分子型は長い DNA断片を解読できる。疾
患に関連するゲノム中の変異を高精度に検出するには，解読断片は長い方がよく，単分子
型（単分子シーケンサ）はこれに適している。しかしながら，単分子シーケンサは多分子
型に比べ並列処理能力が低いため，これまでヒトゲノムの変異検出に用いられた例は多く
ない。単分子シーケンサの並列処理を向上させるには，同時に検出する反応スポット数を
増やせばよく，そのためには光学系を改良する必要がある。一方，単分子シーケンサでは，
反応スポット上で伸長反応は連続的かつ高速に進行する。加えて，反応スポットから発せ
られる 4色の単分子蛍光は微弱であるため，高性能な蛍光検出系が必要となる。現行の単
分子シーケンサに用いられる検出系（プリズム分散方式）では，単分子蛍光を時間分解能
100Hz，感度 SN比 10以上，4色識別精度 96%以上で検出し，十分な性能を達成している。
本研究では，このような性能を維持しかつ単分子シーケンサの並列検出能力を向上させる
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4色蛍光検出技術を開発することを目的した。 
上記目的を達成するため，従来の 4色蛍光検出技術として，単分子シーケンサのプリズ
ム分散方式およびダイクロイックミラー（ダイクロ）方式の課題を明らかにし，それらを
解決する 1レーザ励起プリズム分散方式および 4CCDダイクロ方式を開発した。本研究の第
１ステップとして，これら 2方式の並列検出能力と 4色識別精度を評価し，１方式を選定
した。第 2ステップとして，選定した方式をさらに改良し，本研究の目的を達成する方式
を開発した。本論文の各章の概要を以下に記す。 
第１章では，本研究の背景と目的を述べた。 
第 2章では，1レーザ励起プリズム分散方式を開発した。4種 BigDye蛍光単分子と直径
50nmの金ナノ粒子を結合させた複合体をサンプル基板上に固定し，各複合体から発せられ
る単分子蛍光を蛍光スポットとして検出した。金ナノ粒子の光散乱像を波長基準として，
蛍光スポット形状から得られる蛍光スペクトルのピーク位置の違いにより 4色を識別し，
精度 93.8%を達成した。4種 BigDyeはドナーとアクセプタが対になった蛍光体であり，蛍
光共鳴エネルギー移動により発光する。Ar＋レーザのみで励起されるため，反応スポット
領域を小さくできる。これにより，単分子シーケンサのプリズム分散方式に対して 1.5倍
の並列検出を達成した。 
第 3章では，4CCDダイクロ方式を開発した。サンプル基板上に固定された 4種蛍光体を
4台の CCDで単分子蛍光検出した。スペクトルの重なりにより，CCD間で蛍光シグナルのク
ロストークが見られたため，蛍光シグナルの大小比較による色識別（従来法）を行った。
その結果，従来法では蛍光スペクトルのばらつきにより精度が低くなるため（86.5%），参
照ベクトルによる色識別方法を考案して精度 96.7%を達成した。反応スポット領域から並
列検出能力を見積もり，単分子シーケンサに対して 3倍の並列検出を達成した。 
以上 2方式の結果より，高並列検出と高識別精度を達成する 4CCDダイクロ方式を選定し
た。しかしながら，4台の CCDを用いるため，装置構成が複雑かつ高価になる課題が残る。 
第 4章では，4CCD方式を改良した広波長域ダイクロ方式を開発した。基板上に固定した
4 種蛍光体を単分子蛍光検出し，単分子シーケンサ同等の性能（時間分解能 100Hz，感度
SN比 11以上，4色識別精度 98%）を達成した。さらに，蛍光スポットの広がりから並列検
出能力を見積もり，単分子シーケンサのプリズム分散方式に対して 3倍を達成した。広波
長域ダイクロ方式は，CCDを 2台に減らせるため，4CCDダイクロ方式よりも簡便かつ廉価
な装置を達成できる。 
以上より，単分子シーケンサの検出性能を維持しかつ並列処理能力を 3倍向上させる広
波長域ダイクロ方式を開発し，本研究の目的を達成した。今後，同方式の単分子シーケン
サへの実装とさらなる改良をすすめ，より高速かつ低費用な解読を実現する次世代シーケ
ンサを目指す。 
 
